New Polymeric Forms of Paclitaxel. Synthesis, Characterization and Antitumor Activity  ///  Нови полимерни форми на паклитаксел. Синтез, охарактеризиране и антитуморна активност by Hristova, Tatyana
  
МЕДИЦИНСКИ УНИВЕРСИТЕТ – ВАРНА 
„ ПРОФ. Д-Р ПАРАСКЕВ СТОЯНОВ” 
ФАКУЛТЕТ ДЕНТАЛНА МЕДИЦИНА 
 Катедра „Медико-биологични науки” 
       Ръководител: Доц. Румяна Черкезова, д.х. 
 
 
Татяна Георгиева Христова 
 
 
Нови полимерни форми на паклитаксел. Синтез, 





на дисертационен труд 




по научна специалност: 
Биоорганична химия, химия на природните и  
физиологично активни вещества 
 
 
НАУЧНИ  РЪКОВОДИТЕЛИ: 
Проф. Кольо Троев, д.х.н. 
Доц. Румяна Черкезова, д.х. 
 
ОФИЦИАЛНИ  РЕЦЕНЗЕНТИ: 
Проф. Добромир Енчев, д.х.н. 
Проф. Валерий Христов, д.х.н. 
 
Варна, 2016 г. 
2 
 
 Дисертационният труд е одобрен и насочен за защита на заседание на Катедра 
по Медико-биологични науки при Медицински университет "Проф. д-р Параскев 
Стоянов" 
 
 Дисертационният труд съдържа 111 стандартни страници, включващи 22 
таблици, 31 фигури и 11 схеми. Използваната литература се състои от 131 източника, от 






 Публичната защита на дисертационния труд ще се състои на 28.07.2016 г. от 
16:00 часа в Аудитория „Доц. Димитър Клисаров“ на ФДМ, МУ-Варна, пред научно 
жури в състав: 
 
 Председател: 
 Доц. Румяна Черкезова,д.х. - вътрешен член и научен ръководител 
 Членове: 
 Проф. Добромир Енчев, дхн – външен член и рецензент 
 Проф. Валерий Христов, дхн – външен член и рецензент 
 Проф. д-р Стефка Вълчева-Кузманова, дмн – вътрешен член  






 Материалите по защитата са на разположение в Научен отдел на МУ-Варна и са 







Изразявам най-искрена благодарност и признателност към научните си 
ръководители доц. Румяна Черкезова, д.х. и проф. Кольо Троев, д.х.н. за мотивацията, 
предоставените възможности, гласуваното доверие, ценните напътствия при 
разработването на настоящата работа, както и за ползотворното влияние върху 
научното ми развитие. 
Благодаря на всички колеги от Лаборатория „Фосфосъдържащи мономери и 
полимери“ за оказаното съдействие. 







ИЗПОЛЗВАНИ СЪКРАЩЕНИЯ.................................................................................... 6 
ВЪВЕДЕНИЕ……………………………………………………………………….….. 7 
Цел на дисертационния труд………………………………………………………… 9 
ЕКСПЕРИМЕНТАЛНА ЧАСТ…..……………………………………………………. 10 
1. Материали………………………………………………………………………...... 10 
2. Методи…………………………………………………………………………….... 11 
РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ……...………………………………………………… 16 




1.1. Получаване на поли(оксиетилен Н-фосфонат)………………………………...... 16 
1.2. Охарактеризиране на поли(оксиетилен Н-фосфонат)………………………….. 17 
1.3. Имобилизиране на паклитаксел към поли(оксиетилен Н-фосфонат) чрез 
образуване на ковалентна връзка................................................................................... 
 
22 








2.1.  Получаване на поли(хидроксиоксиетилен фосфат)……………………………. 26 
2.2. Охарактеризиране на поли(хидроксиоксиетилен фосфат)…………………… 27 
2.3. Физично имобилизиране на паклитаксел към поли(хидроксиоксиетилен 
фосфат) чрез образуване на водородни връзки............................................................. 
 
37 
2.4. Охарактеризиране на полифосфорни комплекси, получени  чрез физично 





3. Биологична оценка…………………………………………………………............... 43 
3.1. In vitro изследване.................................................................................................... 43 
3.2. In vivo изследване.................................................................................................... 45 
Общи изводи.................................……………………………………………………… 51 
Заключение…………………………………………………………............................... 53 
Научни приноси ………………………………………….............................................. 55 








ИЧС - Инфрачервена спектроскопия 
ЛД50 - Полулетална доза/доза, при която загиват 50% от членовете на изследваната 
група 
ПЕГ - Полиетиленгликол 
ЯМР - Ядрено магнитен резонанс 
ATCC - American type culture collection/ Aмериканска колекция за микроорганизми 
DLS - Dynamic light scattering/ Динамично светлоразсейване 
DSC - Differential scanning calorimetry/ Диференциална сканираща калориметрия 
F-12 K - Kaighn's modification of Ham's F-12 medium/ Модифицирана клетъчна 
хранителна среда 
FBS - Fetal bovine serum/ Фетален телешки серум 
LLC - Lewis lung carcinoma/ Белодробен карцином на Люис 
PBS - Phosphate-buffered saline/ фосфатен буфер физиологичен разтвор 
PHOEP - Поли(хидроксиоксиетилен фосфат) 
POEHP - Поли(оксиетилен Н-фосфонат) 
PTX - Паклитаксел, таксол или [(2α,4α,5β,7β,10β,13α)-4,10-ди(ацетилокси)-13-
{[(2R,3S)-3-(бензоиламино)-2-хидрокси-3-фенилпропаноил]окси}-1,7-дихидрокси-9-
оксо-5,20-епокси-11-таксен-2-ил бензоат 




Лечението на онкологични заболявания е изключително важен въпрос, стоящ 
пред съвременната медицина. При лечението и профилактиката на злокачествени 
образувания  се прилагат различни методи като хирургично отстраняване, лъчетерапия, 
химиотерапия и генна терапия. С развитието на научните познания върху туморите и 
техните физиологични особености лечението им е мащабно насочено към прилагането 
на лекарства. За подобряване на ефикасността и безопасността на вече познати 
лекарствени продукти редица учени  прилагат различни и атрактивни методи за 
въвеждане на фармацевтични агенти като контролирано, бавно или насочено 
постъпване в организма. Чрез методите за лекарствено въвеждане, обединени от 
термина техники за контролирано освобождаване, се постига лечение на заболяването с 
желан терапевтичен ефект. Множеството проблеми, съпътстващи конвенционалните 
методи при използването на лекарства, могат да бъдат преодолени именно чрез 
прилагането на различни методи за лекарствено постъпване. 
 След представянето на модела на Рингсдорф за лекарствено-полимерен конюгат, 
голям брой изследователи целенасочено разработват модели за подобряване качеството 
на лечение на пациенти с онкологични заболявания. Наблюдава се все по-широко 
приложение на полимерите като носители на терапевтични агенти. Това се дължи на 
възможността за модифициране свойствата на доказани в клиничната практика 
лекарства, приложението на които е ограничено, поради техните недостатъци и 
странични ефекти. Лекарствено-полимерните системи имат възможността да разрешат 
проблеми като ограниченията в приеманата доза на лекарството, дължащи се на 
неговите странични токсични ефекти, малката водоразтворимост на лекарството, както 
и продължителността на лекарственото действие. 
 За да бъде избран един полимер като ностел на лекарствено вещество, той 
трябва да отговаря на редица изисквания, като биосъвместимост, неимуногенност, 
нетоксичност, биоразградимост или подходяща молекулна маса - съобразена с 
бъбречната пропускливост,  както и подходящи реакционноспособни функционални 
групи за свързване със съответното лекарство. В търсенето на полимерни носители за 
създаването на лекарствено-полимерни системи се наблюдава все по-голям интерес към 
полифосфоестерите. Те са структурно разнообразни полимери с повтарящи се 
фосфоестерни връзки, които имат възможност за хидролизно или ензимно разграждане. 
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Важен клас фосфорсъдържащи полимери са поли(алкилен Н-фосфонати)те. Те 
притежават разнообразна реакционна способност, която позволява въвеждане на 
различни функционални групи и свързване с биологично активни агенти. Като 
носители на терапевтични агенти, интерес представляват още и 
поли(хидроксиоксиетилен фосфати)те (PHOEP). Този интерес се дължи на 
възможността за физично имобилизиране чрез образуване на водородни връзки между 
хидрофобното лекарство и полимерния носител. 
 Паклитакселът (PTX), известен още като Таксол е медикамент, който се прилага 
в клиничната практика при лечение на редица онкологични заболявания. Ниската му 
водоразтворимост и нежеланите странични реакции обаче са основните недостатъци, 
които ограничават неговото приложение. 
 Търсенето на ефективна лекарствена система, позволяваща редуциране на 
недостатъците на PTX бе определящо при формулирането на целта на настоящото 
дисертационно изследване и конкретните задачи, поставени за осъществяване на 




Цел на дисертационния труд 
 
 
 Въз основа на направената литературна справка и формираните изводи е 
формулирана целта на настоящото дисертационно изследване: 
 
 Синтез и охарактеризиране на полифосфоестери с приложение в медицината и 
фармацията. Създаване на нови лекарствено-полимерни системи на основата на 
полифосфоестери и антинеопластичния агент паклитаксел. 
 
 
 За осъществяване на определената цел са поставени следните задачи: 
 
1. Синтез и охарактеризиране на поли(оксиетилен Н-фосфонат) на основата 
на ПЕГ 600 и следващо имобилизиране на противотуморния агент 
паклитаксел към полимерната верига чрез образуване на ковалентна 
връзка; 
2. Синтез, охарактеризиране и изследване поведението в разтвор на 
поли(хидроксиоксиетилен фосфат), получен по реакцията на Атертон-Тод 
от поли(оксиетилен Н-фосфонат); 
3. Физично имобилизиране на паклитаксел към поли(хидроксиоксиетилен 
фосфат) чрез образуване на водородна връзка; 
4. Изследване взаимодействието между паклитаксел и поли(хидрокси-
оксиетилен фосфат) и поведението на получените комплекси в разтвор; 








 1. Материали 
 
 1.1. Материали за получаване на лекарственo-полимерни системи 
 Полиетиленгликол с молекулна маса 600 g/mol (Fluka Chemical Corp., Милуоки, 
САЩ) се суши последователно на два етапа преди употреба: 1) азеотропна дестилация 
със сух толуен и 2) нагряване до 120ºС в продължение на 4 часа под динамичен вакуум 
(р<0,1 atm) за отстраняване на следите от толуен. Диметил Н-фосфонат  и триетиламин 
(Fluka Chemical Corp., Милуоки, САЩ) се дестилират непосредствено преди употреба. 
Разтворителите тетрахлорометан, дихлороетан, хлороформ, ацетонитрил, хексан, 
диетилов етер, толуен, метанол и етанол се сушат преди употреба по стандартни 
методики. Паклитаксел ( Xingcheng Chempharm Ltd., Тайчжоу, Китай) с чистота 99% е 
използван без допълнително обработване. 
 
 1.2. Материали за биологична оценка 
 За in vitro изследванията са използвани белодробна човешка клетъчна линия 
А549 (CCL-185, ATCC, Манасас, САЩ), модифицирана хранителна среда F-12K 
(Kaighn's Modification of Ham's F-12 Medium),  10%  фетален телешки серум (Fetal 
Bovine Serum - FBS), 60 mg/ml ампицилин. За in vivo оценката са използвани клетки от 
белодробен карцином на Люис  (Lewis Lung Carcinoma - LLC, CRL-1642, ATCC, 
Манасас, САЩ), модифицирана тъканна среда (Dulbecco’s Modified Eagle Medium - 
DMEM), 10% FBS, ампицилин, леденостуден фосфатен буфер физиологичен разтвор 
(Phosphate-Buffered Saline - PBS). Изследванията с експериментални животни са 
извършени върху C57BL/6 мишки с тегло 18-22 g (Japan SLC Inc., Шидзуока, Япония), 
плъхове от порода Wistar с тегло 170 - 180 g на възраст от 6 седмици, PTX (Adipogen 
International, Сан Диего, САЩ), ратворен в Етанол/Кремофор ЕЛ/физиологичн разтвор 
в съотношение 1:1:18, PBS и инжекционен разтвор на цисплатин (Nichi-Iko 






 2. Методи 
 
 2.1. Методи за получаване на полимерните носители 
 2.1.1. Метод за получаване на поли(оксиетилен Н-фосфонат) 
 Полиетиленгликол с молекулна маса 600 g/mol (ПЕГ 600) и диметил Н-
фосфонат, взет в 20% молен излишък (предварително изсушени) се разбъркват в 
инертна атмосфера (Ar). Реакцията се провежда в температурния интервал 120 - 140ºС. 
При температура 120ºС и атмосферно налягане, образуващият се страничен продукт – 
метанол се отстранява от реакционната смес. Когато неговото количество достигне 90% 
от теоретичния добив, температурата се повишава бавно до 160ºС, като реакцията 
продължава при повишената температура под вакуум (0,1 mbar) в продължение на 3 
часа и 30 мин. Следва повишаване на температурата до 180ºС и нагряване в 
продължение на 1 час и 30 мин. По време на този високотемпературен етап се 
отдестилира, образуващият се в резултат на протичащата реакция на поликондензация 
диметил H-фосфонат. Полученият поли(оксиетилен Н-фосфонат) (POEHP) е силно 
вискозен, безцветен и при охлаждане се превръща във восъкоподобен продукт. POEHP 
е разтворим във вода, етанол, дихлорометан, хлороформ и тетрахидрофуран. 
Полимерът е неразтворим в тетрахлорометан, диетилов етер и хексан. 
 
 2.1.2. Метод за получаване на поли(хидроксиоксиетилен фосфат) 
 Поли(хидроксиоксиетилен фосфат) се получава от POEНP. Синтезът се 
извършва в инертна атмосфера. POEНP се разтваря в ацетонитрил и еквимолно 
количество триетиламин. Полученият по този начин разтвор се прибавя на капки, при 
разбъркване към смес от дихлорометан и тетрахлорометан. Паралелно към 
реакционната смес и на капки се прибавя дестилирана вода в ацетонитрил. 
Реакционната смес се разбърква в продължение на 24 часа при стайна температура. 
Дихлорометанът се отстранява чрез дестилация при понижено налягане и се замразява 
при -12ºС. Образуваните кристали от триетиламин хидрохлорид се отделят от 
реакционната смес чрез филтруване. Разтворителите се изпаряват при понижено 
налягане, а остатъкът се разтваря във вода и се пропуска през йоннообменна смола 





 2.2. Методи за имобилизиране на паклитаксел към полимерните носители 
 2.2.1. Метод за имобилизиране на паклитаксел към поли(оксиетилен Н-
фосфонат) чрез ковалентна връзка 
 Към 1,2-дихлороетан, тетрахлорометан, триетиламин, ацетонитрил и PTX се 
прибавя на капки, при стайна температура и при разбъркване разтвор на POEHP на 
основата на ПЕГ 600 с Mn=14200 g/mol в 1,2-дихлороетан. Реакцията протича при 
разбъркване в продължение на 24 часа. След това на капки се прибавя вода, разтворена 
в ацетонитрил и реакционната смес се разбърква в продължение на още 24 часа. 
Образува се триетил хидрохлорид, който се отстранява от реакционната смес чрез 
филтруване. Полимерният конюгат се утаява с помоща на диетилов етер и се суши под 
вакуум (10 mbar) при температура 35-40ºС.  
  
 2.2.2. Метод за физично имобилизиране на паклитаксел към 
поли(хидроксиоксиетилен фосфат) чрез водородна връзка 
 След смесване на разтвор на PHOEP в метанол и разтвор на PTX в етанол  се 
образува хомогенна система. Разтворителите се изпаряват под вакуум (0,1 bar) и при 
температура 40ºС. По този метод са получени два вида полифосфоестерни комплекси  
[PHOEP.PTX-1] и [PHOEP.PTX-2], различаващи се по съдържанието на PTX (съответно 
9,1% и 16,7%). Получените полимерни комплекси се сушат до достигане на постоянно 
тегло. 
 
2.3. Методи за охарактеризиране 
2.3.1. ЯМР- спектроскопия 
 Всички ЯМР-спектри (1H, 13C и 31P) на синтезираните полимерни носители и 
лекарствено-полимерни системи са регистрирани на апарат Bruker Avance DRX 250 
(250 MHz) в деутерирани разтворители CDCl3 и D2O.  
  
 2.3.2. ИЧС 
 За доказване наличието на характерните функционални групи и образуване на 
водородни връзки в структурата на полимерните носители и лекарствено-полимерни 
системи е използвана ИЧС.  Спектрите са заснети на инфрачервен спектрофотометър с 
фурие трансформатор (IRAffinity-1 "Shimadzu"). 
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 2.3.3. Гелпроникваща хроматография 
 Средната бройна молекулна маса (Mn) и молекулно масово разпределение 
(Mw/Mn) на PHOEP са определени чрез гелпроникваща хроматография. Използван е 
детектор за коефициент на пречупване снабден с колона Shodex Ohpak SB-804 HQ (с 
размер на частиците 10  m и граница на пропускливост ~ 107), която работи при 40ºС 
със скорост на потока 0,6 ml за минута. Като елуент е използвана 0,5 М оцетна 
киселина, съдържаща 0,3 М натриев сулфат и стандарт за калибриране натриев 
поливинилпиридин. 
 
 2.3.4. Динамично светлоразсейване 
 Измерванията с динамично свтлоразсейване (DLS)са осъществени, като е 
използван Зета-потенциал и анализатор на частици ELSZ -1000, Otsuka Electronics. 
 За изследване влиянието на полимерната структура върху образуванаето на 
агрегати в разтвор на PHOEP са проведени DLS-измервания. Водните разтвори на 
PHOEP се излагат на свръхзвуково облъчване в продължение на 10 мин и се филтруват 
през мембранен филтър с размер на порите 0,8 m. DLS-измерванията с приготвените 
разтвори се осъществяват при температура 25ºС и 37ºС.  
 За изследване влиянието на pH са проведени изследвания на полимерни 
разтвори с концентрация 5 mg/ml при pH 3,1 и 12,2.  
 За изследване влиянието на полимерната структура върху образуванаето на 
агрегати са проведени DLS-измервания на лекарствено-полимерните комплекси, 
разтворени във фосфатен буфер (pH 7,4).  
  
 2.3.5. Диференциална сканираща калориметрия 
 За изследване на взаимодействията между лекарството  и полифосфорната 
верига на PHOEP е проведена диференциална сканираща калориметрия (DSC). DSC- 
измерванията са осъществени на апарат DSC Q200 (TA Instruments). Сухите проби се 
изследват в режим нагряване/охлаждане/нагряване от -90ºС до 230ºС със скорост на 






 2.4. Методи за биологична оценка  
 2.4.1. In vitro изследване  
 За определяне зависимостта доза–противотуморна активност на 
полифосфоестерните комплекси на PTX са проведени изследвания върху белодробна 
човешка клетъчна линия А549.  Клетките се инкубират в хранителна среда F12-K, 
допълнена с 10% FBS и 60 μg ампицилин при 37°C и 5% CO2 за 24 часа в присъствие на 
PTX; [PHOEP-PTX]-1, съдържащ 9,1% PTX;  [PHOEP-PTX]-2 - 16,7% PTX и PPE-g-PTX 
- 8,7% PTX. След отмиване на неполепналите клетки А549, жизнеспособните се 
оцветяват с кристал виолет. Жизнеспособността се определя от абсорбцията на кристал 
виолет.  
 
2.4.2. In vivo изследване  
 За установяване токсичността на полимерния носител е проведен 
токсикологичен скрининг. Използвани са 20 мъжки Wistar плъха на възраст 6 седмици 
и 170-180g телесно тегло. За всички животни са осигурени свободен достъп до 
лабораторна храна и вода, самостоятелни пластмасови клетки, контролирана среда 
(температура 22±2°C, влажност 50±5%, 12/12-часов светъл/тъмен цикъл). Животните са 
разпределени произволно в 4 групи по 5 плъха, въз основа на тяхното тегло, измерено 
непосредствено преди началото на експеримента. Първата група (контролна) се 
инжектира с 0,9 %-ен разтвор на натриев хлорид. Останалите три групи 
експериментални животни са инжектирани интравенозно в опашната вена с разтвор на 
PHOEP в 0,9%-ен разтвор на натриев хлорид,  съответно с единични дози от 10 mg/kg 
за втора група, 100 mg/kg – трета група и 1000 mg/kg – четвърта група. Общите условия 
и смъртността, по време на експеримента се проверяват всекидневно, като телесното 
тегло се измерва в ден 1-ви, 6-ти и 13-ти. Средният дневен прием на храна за периода 
на третиране се изчислява на основата на количеството предоставяна и оставаща храна, 
които се претеглят ежеседмично. Две седмици след инжектирането плъховете се 
подлагат на аутопсия след анестезия.  
 За изследване на противотуморната активност и токсичност на 
полифосфоестерните комплекси на PTX  са използвани LLC клетки. Те се инкубират в 
DMEM среда допълнена с 10% FBS и 60 g/ml ампицилин при 37°C и 5% CO2. 
Впоследствие се суспендират в леденостуден PBS за инокулация.  C57BL/6 мишки с 
тегло 18-22 g се инжектират интравенозно с LLC клетки (2.105 туморни клетки) под 
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анестезия с диетилов етер. Преди последващите манипулации опитните животни се 
разпределят произволно в 4 групи, всяка съдържаща по 6 мишки. Първата група не се 
третира – контролна. Втората група животни се инжектира с 24 mg/kg PTX, разтворен в 
етанол/Кремофор ЕЛ/физиологичен разтвор (1:1:18). Третата група се инжектира 
интравенозно с 144 mg/kg [PHOEP-PTX]-2, приготвен непосредствено преди употреба и 
суспендиран в PBS, със съдържание на  PTX 24 mg/kg, през 7-ми, 9-ти, 11-ти, 13-ти и 
15-ти ден; Четвъртата група се третира с инжекционен разтвор на  цисплатин 4 mg/ml 
чрез интравенозно инжектиране през 7-ми, 11-ти и 15-ти ден. На 20-я ден, когато се 
наблюдава значителна загуба на телесно тегло, повече от 1 g за ден,  мишките се 
умъртвяват под анестезия с диетилов етер, след което белите дробове се вземат за 
изследване. След лиофилизиране се определят теглото на белите дробове и броят на 
туморните възли, формирани на повърхността им. Данните са статистически 
обработени чрез еднофакторен вариационен анализ (one-way ANOVA), последван от 
сравнителни тестове (post hoc Dunnett's multiple comparison tests). За статистически 




РЕЗУЛТАТИ И ДИСКУСИЯ 
 
1. Получаване на полимерен конюгат на паклитаксел на основата на 
поли(оксиетилен Н-фосфонат)  
 
1.1. Получаване на поли(оксиетилен Н-фосфонат) 
 Синтезиран е POEHP чрез реакция на полипреестерификация между диметил Н-
фосфонат и ПЕГ 600. Процесът е осъществен на два етапа. Първият етап на реакцията 
се провежда при нагряване в интервала 120ºС-140ºС (нискотемпературен), като 




OCH3m   H3CO
H









120 - 140 °C
- 2n CH3OH
m > n
x = 12 (олигомер)


















Схема 1. Получаване на POEHP чрез реакция на полипреестерификация между 
диметил Н-фосфонат и ПЕГ 600 
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 Преестерификацията между диметил Н-фосфонат и ПЕГ при този температурен 
интервал води до получаването на олигомерни продукти, съдържащи крайни 
фосфонатни групи (-P(O)(H)OCH3). С цел намаляване на вероятността за протичането 
на странични реакции се използва излишък от диметил Н-фосфонат в изходната 
реакционна смес. По този начин се ограничава вероятността за получаване на крайни 
моноестерни групи (-P(O)(H)OH), които са неактивни в реакциите на преестерификация 
и поликондензация.  
 Вторият етап на реакцията се осъществява при нагряване в интервала 160ºС - 
180ºС (високотемпературен) и понижено налягане (0,1 mbar). В резултат от 
протичащата реакция на поликондензация по време на този  етап се отделя диметил Н-
фосфонат. Установено е, че  молекулната маса на получения продукт е в пряка 
зависимост от продължителността на високотемпературния етап. 
 
 1.2. Охарактеризиране на поли(оксиетилен Н-фосфонат) 
 1.2.1. ЯМР-спектроскопия 
 Структурата на получения POEHP се доказва чрез ЯМР-спектроскопия. 1Н ЯМР-
спектърът на рекционния продукт  е представен на фиг. 1. В него се наблюдават три 
вида Р-Н протони. Вижда се сигнал при 6,83 ppm с константа на спин-спиново 
взаимодействие 1J(P,H)=715,87 Hz, който се появява като дублет характерен за 
водорода от Р-Н групите в повтарящите се звена (-CH2OP(O)(H)OCH2-). Вторият сигнал 
при 6,76 ppm с константа на спин-спиново взаимодействие 1J(P,H)=705,12 Hz 
представлява отново дублет и е характерен за крайни диестерни групи (-CH2O-
P(O)(H)OCH3). Третият сигнал за  Р-Н протони при 6,73 ppm с константа на спин-
спиново взаимодействие 1J(P,H)=699,11 Hz се отнася за крайни моноестерни (-CH2O-
P(O)(H)(OH)) групи и се появява като дублет. Крайните Р-ОН групи в структурата на 
POEHP са резултат от хидролиза на крайните Р-ОСН3 групи, които са неустойчиви при 
следи от влага и се превръщат в Р-ОН групи. Сигнал за оксиетиленовите (-ОCH2CH2-) 




Фиг. 1. 1Н ЯМР-спектър на POEHP 
  
 Наблюдават се още и характерен триплет при 3,62 ppm с константа на спин-
спиново взаимодействие 3J(Н,H)=5,75 Hz, отнасящ се за метиленовите протони от 
фосфоестерните сегменти (-PОCH2CH2O-) и мултиплет при 3,99 - 4,20 ppm за 
метиленовите протони от фосфоестерните сегменти (-PОCH2-), които се образуват в 
резултат от реакцията на полипреестерификация между диметил Н-фосфонат и ПЕГ. 
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За охарактеризиране на  получения продукт е заснет и 13С{Н} ЯМР-спектър, 
който е представен на фиг. 2. В 13С{Н} ЯМР-спектъра на POEHP се наблюдава дублет 
при 64,60 ppm с константа на спин-спиново взаимодействие 2J (P,С)=6,08 Hz, отнасящ 
се за въглеродните атоми от метиленовите групи, намиращи се през две ковалентни 




Фиг. 2. 13С ЯМР-спектър на POEHP 
 
 Сигналът, появяващ се като дублет, при 70,07 ppm с константа на спин-спиново 
взаимодействие 3J(P,С) = 5,17 Hz е характерен за въглеродните атоми от метиленовите 
групи (-PОCH2CH2-), намиращи се през три ковалентни връзки спрямо фосфорния 
атом. Третият сигнал при 70,48 ppm се отнася за въглеродните атоми от 




 За потвърждаване структурата на получения продукт са заснети още 31Р{H} и 31Р 
ЯМР-спектри. На фиг. 3 е представен 31Р{H} ЯМР-спектър на POEHP. В него се 
наблюдават три вида сигнали за фосфорен атом при 11,15 ppm, 10,43 ppm и 8,06 ppm.  
 
 
Фиг. 3. 31Р{H} ЯМР-спектър на POEHP 
 
 На фиг. 4 е представен 31Р ЯМР-спектър, в който се вижда, че сигналът при 11,15 
ppm представлява дублет от секстети с константа на спин-спиново взаимодействие 
1
J(P,H)=707,98 Hz и 3J(P,H)=9,72 Hz. Той се отнася за фосфорен атом от крайна 
диестерна група (CH3О-P(O)(H)OCH2-). Сигнал за фосфорен атом от повтарящите се 
звена (-CH2O-P(O)(H)OCH2-) се наблюдава при 10,43 ppm и представлява дублет от 
квинтети с константа на спин-спиново взаимодействие 1J(P,H)=714,13 Hz и константа 
3
J(P,H)=9,71 Hz. За фосфорен атом от -CH2O-P(O)(H)(OH) - крайни моноестерни групи 
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се вижда дублет от триплети при  8,06 ppm с константа на спин-спиново 
взаимодействие 1J(P,H)=701,98 Hz и 3J(P,H)=10,27 Hz. 
 
 
Фиг. 4. 31Р ЯМР-спектър на POEHP 
 
 От интегралните интензивности на сигналите в ЯМР-спектрите за P-H групите в 
повтарящите се и в крайните звена е изчислена средната бройна молекулна маса на 
POEHP (Mn=14200 g/mol).  
 
 1.2.2. ИЧС 
 За доказване наличието на характерните за POEHP функционални групи е заснет 
ИЧ-спектър, който е представен на фиг. 5. В него се наблюдават характерни 
абсорбционни ивици за фосфорилните групи (Р=О) при 1249,8 cm-1, за фосфонатните 
групи (Р-Н) при 2443,8 cm-1 и за метиленовите групи (CH2) при 2866,2 cm
-1. При 1095,5 
cm
-1се виждат характеристични ивици за С-О-С групите, както и  характерната ивица 






Фиг. 5. ИЧ-спектър на POEHP 
 
 1.3. Имобилизиране на паклитаксел към поли(оксиетилен Н-фосфонат) чрез 
образуване на ковалентна връзка 
 Паклитакселът е имобилизиран чрез ковалентна връзка към РОЕНР с Mn=14200 
g/mol в условията на реакцията на Атертон-Тод (схема 2). Реакцията се осъществявя 
при стайна температура и моларно съотношение [PTX]:[P-H групи] = 1:10. 
 В молекулата на PTX се съдържат три хидроксилни групи при С2’-, С1- и С7-
атом, чиято реакционна способност при естерификация намалява в реда С2’>С1>С7. 
Установено е, че хидроксилната група при  С2’-атом е най-активната при ацилиране. 
Поради това се очаква, че в реакцията на Атертон-Тод между полимерните P-H групи и 
молекулата на PTX преимуществено ще участва хидроксилната група свързана с С2’-
атом. Следователно полученият продукт ще има структура: -CH2O-
P(O)(OC2’(H)PTX)OCH2-. Провеждането на реакцията довежда до трансформиране на 



































































Схема 2. Получаване на поли(паклитаксел-С2’оксиетилен-co-хидрокси-
оксиетилен фосфат) 
 
Нереагиралите с лекарството P-H групи се превръщат в хидроксифосфатни (-CH2O-
P(O)(OH)OCH2-), след прибавяне на вода към реакционната смес. Хидроксифосфатните 
групи в получения полимерен конюгат са причина за подобряване на неговата 
разтворимост. Известно е, че именно наличието им в структурата повишава 
хидрофилността на получения конюгат. 
 
1.4. Охарактеризиране на полимерен конюгат на паклитаксел на основата 
на поли(оксиетилен Н-фосфонат) 
 Структурата на поли(оксиетилен Н-фосфонат) - паклитаксел конюгата (РРЕ-g-
РТХ) е доказана чрез ЯМР-спектроскопия. На фиг. 6 и фиг. 7 са представени 1H и 
31P{H} ЯМР-спектри на получения лекарствено-полимерен конюгат. Спектрално 
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доказателство за трансформирането на реакционноспособните полимерни фосфонатни 
групи на изходния POEHP е появата на два сигнала в 31P{H} ЯМР-спектъра на 
лекарствено-полимерния конюгат в региона между 0 и -2 ppm. Тези сигнали са 
характерни при наличие на фосфатни структури. В 31P{H} ЯМР-спектъра се вижда, че 
тези сигнали предствляват мултиплети, като по-интензивният от тях е квинтет и може 
да бъде отнесен за хидроксифосфатните групи (-CH2OP(O)(OH)OCH2-). Третият сигнал 
в 31P{H} ЯМР-спектъра се вижда при -13,15 ppm и може да бъде отнесен за наличието 
на пирофосфатна структура. Образуването на тези структури е възможно да се 
осъществи при взаимодействие на междинно образуваните -CH2OP(O)(Cl)OCH2- групи 












Фиг. 7. 31P{H} ЯМР-спектър на РРЕ-g-РТХ 
 
Въз основа на отношението на интегралните интезитети на сигналите в 
получените спектри е изчислено процентното съдържание на местата, в които 
молекулата на лекарството е свързана с полимера. Изчислените резултати показват, че 
от общото количество фосфорни центрове в полимера, с лекарството са свързани 7,4 








2. Получаване на полимерни комплекси на паклитаксел на основата на 
поли(хидроксиоксиетилен фосфат)  
 
 2.1. Получаване на поли(хидроксиоксиетилен фосфат) 
 За получаване на PHOEP е използван POEHP на основата на ПЕГ 600 (с 
Mn=14200 g/mol, n=22).  PHOEP е получен в резултат от процес на окисление на 
POEHP в условията на реакцията на Атертон-Тод. Изпозвано е еквимолно количество 
вода спрямо Р-Н групите на POEHP. На схема 3 е представен реакционен път, 
включващ превръщане на POEHP в поли(оксиетилен хлорофосфат) и следващо 

















































 2.2. Охарактеризиране на поли(хидроксиоксиетилен фосфат) 
 2.2.1. ЯМР-спектроскопия 
  Структурата на PHOEP е доказана чрез ЯМР-спектроскопия. Протонният ЯМР-
спектър е представен на фиг. 8. В 1Н ЯМР-спектъра не се наблюдават сигналите за Р-Н 
протони при 6,73 ppm, 6,76 ppm и 6,83 ppm характерни за POEHP, реагент за 
получаването на PHOEP. Това доказва пълното превръщане на Р-Н групите от POEHP 
последователно в P-Cl и P-OH групи. Виждат се мултиплети при 3,93-3,99 ppm за 
водородните атоми от повтарящите се фосфоестерни сегменти (CH2OP(O)(OH)OCH2) и 
при 3.65-3.73 ppm, отнасящи се за водородните атоми от оксиетиленовите звена 
(CH2OCH2-), повтарящи се в молекулата на ПЕГ 600.  
 
 




 За допълнително охарактеризиране на PHOEP е заснет 13C ЯМР-спектър, който е 
представен на фиг. 9. Наблюдава се дублет при 64.68 ppm с константа на спин-спиново 
взаимодействие 2J(P,C)=5.65 Hz, който се отнася за въглеродни атоми от метиленовите 
групи, намиращи се през две ковалентни връзки спрямо фосфорния атом (-PОCH2CH2-). 
Дублет представлява и сигнала при 70.14 ppm с константа на спин-спиново 
взаимодействие 3J(P,C)=8.17 Hz, отнасящ се за въглеродни атоми от метиленовите 
групи (-PОCH2CH2-), намиращи се през три ковалентни връзки спрямо фосфорния 
атом. Сигнал за въглеродни атоми от оксиетиленовите звена, повтарящи се в 








 Полученият PHOEP е охарактеризиран и чрез 31Р{H} ЯМР- и  31Р ЯМР-
спектроскопия. Получените спектри са представени съответно на фиг. 10 и фиг. 11. 
Наблюдават се  сигнали (фиг. 10) при 1,57 ppm (0,03%), 0,31 ppm (99,5%) и -0,92 ppm 
(0,02%), които потвърждават фосфатната структура на продукта. Сигналът за фосфорен 
атом от -CH2O-P(O)(OH)OCH2-  група в повтарящите се звена се появява при 0,31 ppm с 
константа на спин-спиново взаимодействие 3J(P,H)=7.08 Hz и представлява квинтет 
(фиг. 12). Сигналите при 1,57 ppm и - 0,92 ppm се отнасят за фосфорни атоми от 
крайните групи. Сигналът при  1,57 ppm  може да се отнесе за  крайни P - OCH3 групи 











Фиг. 11. 31Р ЯМР-спектър на PHOEP 
 
 2.2.2. ИЧС 
 За доказване наличието на характерните функционални групи в структурата на 
PHOEP е заснет ИЧ-спектър, който е предствен на  на фиг. 12. В него  се наблюдават 
характерни абсорбционни ивици за C-O-C и  P-O-C групите, съответно при 1105 cm-1 и  
1036 cm
-1
. Присъстват още и абсорбционна ивица при 1242 cm-1, която се отнася за P=O 
група, участваща в образуване на водородна връзка и ивица при 1280 cm-1 характерна за 
P=O група, която не участва в образуване на водородна връзка. Те както и двете ивици 
при около 2621 cm-1 и 2601 cm-1,  отнасящи се за P-ОH групи предполагат участие на 
P=O и P-ОH групите в образуване на водородна връзка. В сравнение в ИЧ- спектър на 
POEHP (фиг. 5)  не се наблюдават две, а само една ивица при 1249,8 cm-1.  Това се 
дължи на характерната P-H група в структурата на POEHP, която не участва в 






Фиг. 12. ИЧ-спектър на PHOEP 
 
 2.2.3. Гелпроникваща хроматография 
 За определяне на молекулната маса и полидисперсността на получения PHOEP е 
проведено хроматографско изследване. Резултатите получени чрез гелпроникваща 
хроматография са представени на фиг. 13. Установени са средна бройна молекулна 
маса Mn=13624 g/mol, средна масова молекулна маса Mw=15954 и полидисперсен 
индекс PDI (Mw/ Mn)=1.17 
 
 





 2.2.4. Изследване поведението на PHOEP във водни разтвори 
 2.2.4.1. Влияние на концентрацията 
 Присъствието на протонодонорни и протоноакцепторни групи в 
макромолекулите на PHOEP подсказва възможност за образуване на агрегати във водни 
разтвори на полимера. Подготвени са водни разтвори на PHOEP с концентрации от 20 
mg/ml до 1 mg/ml, като pH нараства от 1,5 до 3. Чрез динамично светлоразсейване е 
изследвано агрегирането на водните разтвори на PHOEP с различни концентрации. 
Кривите отразяващи разпределението на агрегатите по размер при температура 25oC са 
представени на фиг. 14.  
 Изследването е проведено чрез измерване на хидродинамичния радиус (Rh) на 
частиците в разтвори на PHOEP с концентрации 20,0 mg/ml, 5,0 mg/ml, 2,5 mg/ml, 1,25 
mg/ml и 1,0 mg/ml. Установено е, че в зависимост от концентрацията на полимера се 
формират асоциати със средни стойности за Rh в региона от  170 nm до 350 nm. 
 Получените резултатите показват, че понижаването на концентрацията на 
полимера в разтвора води до намаляване размера на формираните агрегати. При 
концентрация 1,25 mg/ml Rh на агрегатите е около 170 nm.  При концентрация на 




Фиг. 14. Криви на разпределението по Rh на PHOEP-агрегати във водни разтвори 




 С цел намиране на концентрацията, при която започва образуването на агрегати 
е изследван интензитетът на светлоразсейване при 90o, като отношение между 
интензитета на разсеяната и падащата светлина (I/I0) на воден разтвор на PHOEP, като 
функция от концентрацията на полимера при 25oC. Резултатите от измерванията са 
представени на фиг. 15, където  I и I0 са интензитетите на разсейване съответно за 
разтвора и разтворителя. Графиката показва, че образуването на агрегати започва при 
концентрация от 1,1 mg/ml.  
 
 
Фиг. 15. Интензитет на светлоразсейване (I/I0) за водни разтвори на PHOEP, 
представен като функция от концентрацията на полимера при 25oC  
  
 Формирането на агрегати може да бъде обяснено с образуването на водородни 
връзки между макромолекулите. В повтарящите се звена на PHOEP присъстват силно 
полярна протоноакцепторна фосфорилна група P=O и киселинната протонодонорна P-
OH група. Освен това главната верига на PHOEP е изградена от оксиетиленови 
сегменти. Кислородните атоми от оксиетиленовите звена (-CH2-O-CH2-) в молекулите 
на ПЕГ могат също да служат като акцептори на водородни атоми. На фиг. 16 е 
представено образуването на два вида комплекси. Комплекс 1 се формира между P=O и 
P-OH групите от молекулите на PHOEP, докато комплекс 2 е резултат от образуване на 
водородна връзка между P-OH група и кислороден атом от оксиетиленовите звена в 
стругтурата на ПЕГ. Въпреки, че P=O групата е много силен акцептор на протони, най-
вероятно и двата комплекса допринасят за самоасоциирането на макромолекулите. 
Това се дължи на разликите в концентрациите на оксиетиленовите звена и P=O групите. 
34 
 
Концентрацията на -CH2-O-CH2- звената е 12 пъти по-висока от концентрацията на  





















Фиг. 16. Образуване на водородни връзки между P-OH и P=O групи или 
оксиетиленовите звена от макромолекулите на PHOEP 
 
 Хидроксифосфатните групи проявяват киселинност, съизмерима с тази на 
умерено силни киселини. pKa-стойността на диетилов естер на Н-фосфоновата 
киселина (нискомолекулното моделно съединение) е 1,39±0,05. Като се използва тази 
приблизителна стойност може да се изчисли степента на йонизация на 
хидроксифосфатните звена. За приготвените разтвори тя е между 66 и 80%. Установено 
е, че дисоциацията на поликарбоксилна киселина се потиска в присъствие на 
полиетиленоксид (ПЕО), т.е. очевидно дисоциационната константа (pKa) се повишава 
при формирането на междуполимерен комплекс с ПЕО. Изследваните агрегати на 
водни разтвори на PHOEP показват подобен феномен - потискане на дисоциацията на 
P-OH групите и участие във водородна връзка с P=O групите или оксиетиленовите 
звена. Получените макромолекулни агрегати са силно хидрофилни, като не се 
наблюдава разделяне на фазите или помътняване на разтвора дори при концентрация от 
20 mg/ml. Разрушаване на агрегатите се наблюдава при постепенно разреждане и/или 
повишаване pH на разтвора. При концентрация под 1,25 mg/ml не се наблюдават 
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агрегати, тъй като формираните чрез образуване на водородна връзка комплекси се 
дисоциират поради йонизацията на P-OH остатъците и  конкурентно образуване на 
водородни връзки с молекулите на водата. 
 
 2.2.4.2. Влияние на температурата 
 Стабилността на формираните агрегати във водни разтвори на PHOEP зависи 
също и от температурата. На фиг. 17 са представени експериментални данни получени 




Фиг. 17. Крива за разпределението по Rh на PHOEP-агрегати във водни разтвори 
с концентрация от 5 mg/ml до 1,25 mg/ml при температура 25oC и 37oC 
  
 Кривите отразяващи разпределението по Rh на агрегатите в разтвор показват 
малко по-малък среден Rh на частиците при повишаване на температурата от 25oC до 
37
o
C за изследваните разтвори с концентрация 5 mg/ml и 2,5 mg/ml.  
 Установената тенденцията за намаляване на Rh на агрегатите с намаляване 
концентрацията на полимерния разтвор при  25oC се запазва и при 37oC, като при 




 2.2.4.3. Влияние на pH 
С цел изследване зависимостта на формирането на агрегати от pH във водни 
разтвори на PHOEP са проведени измервания с динамично светлоразсейване на 
полимерни разтвори с концентрация 5 mg/ml при pH=3,1 и pH=12,2 и температура 25oC. 
Получените резултати са представени на фиг. 18. 
 
 
Фиг. 18. Крива на разпределението по Rh на PHOEP-агрегати във воден разтвор с 
концентрация 5 mg/ml и температура 25oC при: pH 3,1 (♦) и pH 12,2 (■)  
 
 Разпределението по Rh при pH=3,1 показва наличието на основна популация от 
частици с Rh=286 nm. Тя е резултат от междумолекулно агрегиране, дължащо се на 
образуване на водородни връзки. Проведени са DLS-измервания на воден разтвор на 
PHOEP и при pH=12,2. Получената крива показва мономодално разпределение с 
Rh=144 nm и повишен интензитет на разсейване на полимерния разтвор в сравнение с 
интензитета при pH=3,1. Това изследване дава индикация за плътността на 
полимерните агрегати. При pH=12,2 тя е по-голяма в сравнение с тази при pH=3,1. Това 
е интересно поведение, което може да бъде обяснено с висока концентрация на 
натриеви катиони в алкална среда. Веригата на PHOEP е изградена от олигомерни 
сегменти етиленов оксид, с установена способност за образуване на комплекси с 
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метални катиони, подобно на краун етерите. Докладвано е, че константите на свързване 
на полиетиленгликоловите вериги (с молекулна маса между 500 и 14000 g/mol) с 
натриев катион имат линейна връзка с възможните места за свързване. Олигомерните 
сегменти от етиленов оксид в PHOEP представляват гъвкава структура, която може да 
огради металните катиони, които взаимодействат електростатично с напълно 
йонизираните при pH=12,2 фосфатни групи. Поради тази причина в алкална среда 
движещата сила, както и структурата на PHOEP-агрегатите е различна. Агрегатите 
захващат натриеви катиони, като по този начин те образуват по-компактни структури, 
които са с по-малки размери в сравнение с тези формирани в кисела среда.  
 
 2.3. Физично имобилизиране на паклитаксел към поли(хидроксиоксиетилен 
фосфат) чрез образуване на водородни връзки 
 Може да се приеме, че при физиологични условия хидроксилните групи 
свързани с C2’- и C7-атом в молекулата на PTX вземат участие в образуването на 
водородни връзки с фосфорилните групи P=O в структурата на полимера.  На схема 4 е 
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Схема 4. Имобилизиране на PTX към PHOEP чрез водородни връзки 
 
 В кисела среда участие във водородни връзки вземат и карбонилните 
кислородни атоми свързани при C5-, C10-, C4-, C2-атом в молекулата на PTX. Те 
образуват водородни връзки с хидроксифосфатните (P-OH ) групи от молекулата на 
PHOEP. 
  Получени са полифосфоестерни комплекси [PHOEP.PTX-1] и [PHOEP.PTX-2]  с 
различно съдържание на PTX - съответно 9,1% и 16,7%. Структурата на лекарствено-
полимерните комплекси е потвърдена чрез ИЧС. 
 
 2.4. Охарактеризиране на полифосфоестерни комплекси, получени чрез 
физично имобилизиране на паклитаксел към поли(хидроксиоксиетилен фосфат)
  
2.4.1. ИЧС         
 Потвърждение за формирането на лекарствено-полимерни комплекси се намира 
в абсорбционните ивици от ИЧ-спектър за функционалните групи, участващи в 
образуването на водородна връзка. На фиг. 19 (А) е представен ИЧ-спектър на 
полимерния комплекс PHOEP.PTX. В спектъра се наблюдава широка абсорбционна 
ивица в региона 3500-3250 cm-1, която сравнена с вибрационните трептения на -ОН 
група в неимобилизиран PTX може да се отнесе за -ОН група в структурата на 
лекарството, ангажирана във водородна връзка. Наблюдават се промени във 
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вибрационните трептения на фосфорилните групи на полимера. Нараства 
съотношението между интензивноста на ивиците при 1240 cm-1, характерни за 
фосфорилна група, участваща във водородна връзка ν(Р=О...Н) и при 1278 cm-1, за 
фосфорилна група, която не участва във водородна връзка ν(Р=О). Това се дължи на по-





Фиг. 19. ИЧ-спектър на PHOEP.PTX (А) и PHOEP в региона 1350-750 cm-1 (В) 
  
 2.4.2. Диференциална сканираща калориметрия 
 Силното взаимодействие между лекарството и PHOEP в получените комплекси 
се доказва и чрез диференциална сканираща калориметрия. На фиг. 20 са представени 
термограми (първи цикъл на нагряване) на чисти PHOEP, PTX , както и тази на 
лекарствено-полимерния комплекс, съдържащ 16,7 тегловни % PTX (PHOEP.PTX-2). 
Лекарството показва ендотермичен пик на топене при 220oC, преди да претърпи 
термична деструкция при 250oC. При PHOEP се виждат два ендотермични пика. 
Първият е с два минимума при 15oC и 23oC, който при втори цикъл на нагряване се 
появява с един минимум, изместен при 27oC. Той се отнася за топене на 





дехидратацията на полимера, която протича между 119oC и 140oC. Кривата за 
лекарствено-полимерния комплекс показва промените, които съответстват на всички 
наблюдавани явления в термограмите на чистите вещества. Въпреки това, пиковете се 
различават по форма и/или местоположение в резултат от взаимодействията между 




Фиг. 20. DSC-термограми на PTX, PHOEP и [PHOEP.PTX-2] 
 
 И двата ендотермични пика на топене, на полимера и на лекарството са със 
значително намалена площ. Последният е също много широк и изместен, което 
означава редуцирана и неподредена кристална фаза. Това е индикация за силни 
взаимодействия между лекарството и полифосфоестерните вериги, които водят до 







2.4.3. Изследване поведението на поли(хидроксиоксиетилен фосфат)-
паклитаксел комплекси в разтвор 
 
 Изследвано е поведението  на лекарствено-полимерния комплекс PHOEP.PTX-2 
във водни разтвори. Получените резултати са представени на фиг. 21. Кривата отразява 
разпределението по Rh на сместта PHOEP-паклитаксел (16,7% паклитаксел) и показва 
наличие на агрегати с мономодално и тясно разпределение. Средната стойност за 
хидродинамичен радиус на агрегатите е Rh=285 nm. Повишената водоразтворимост на 
комплекса е убедително доказателство затова, че PTX е имобилизиран към веригата на  
PHOEP чрез водородна връзка. Освен това лекарствено-полимерните агрегати се 
стабилизират поради хидрофобни взаимодействия. Това се потвърждава от факта, че 
при двойно разреждане размерът на агрегатите се променя в незначителна степен - от 




Фиг. 21. DLS-дани за PHOEP - РТХ (16,7%) агрегати в разтвор на фосфатен буфер 
при 25oC и концентрация 5 mg/ml за PHOEP и 1 mg/ml  за РТХ 
 
На  фиг. 22 са представени резултатите получени от DLS-изследване влиянието 






Фиг. 22. Крива за разпределение по Rh на лекарствено-полимерни агрегати в 
разтвор на фосфатен буфер при 25oC и концентрации: 
5 mg/ml PHOEP и 1 mg/ml РТХ  - плътна линия; 
2,5 mg/ml PHOEP и 0,5 mg/ml РТХ - прекъсната линия 
  
 Разпределителните криви, получени при DLS-изследване на двата полимерни 
комплекса [PHOEP.PTX]-1 и [PHOEP.PTX]-2 в разтвор на фосфатен буфер са 
представени на фиг. 23. Те показват наличие на агрегати с мономодално разпределение. 
Средните стойности за хидродинамичен радиус на агрегатите са съответно Rh=235 nm 
за [PHOEP.PTX]-1 и Rh=290 nm за [PHOEP.PTX]-2. 
 Разтворимостта на тези комплекси във вода е доказателство за свързването на 
PTX към PHOEP чрез водородна връзка. Може да се очаква и принос на кислородните 
атоми от  оксиетиленовите звена (-CH2-CH2-O-) като акцептори на водородни атоми, 






Фиг. 23. Разпределение по Rh на [PHOEP.PTX]-1 и [PHOEP.PTX]-2 комплекси в 
разтвор на фосфатен буфер (pH=7.4) при 37oC с концентрация на PHOEP -5 mg/ml 
и концентрация на лекарството съответно 0,5 mg/ml и 1 mg/ml  
 
  
 3. Биологична оценка 
 
 3.1. In vitro изследване 
 Проведени са in vitro изследвания на полимерния конюгат на PTX [PPE-g-PTX] и 
физично имобилизирани комплекси на PHOEP [PHOEP.PTX]-1 и [PHOEP.PTX]-2. 
Получените резултати са представени на фиг. 24. PPE-g-PTX проявява по-ниска 
цитотоксичност спрямо белодробна туморна клетъчна линия А549 в сравнение с 





Фиг. 24. Крива доза-отговор за жизнеспособността на клетки А549  
 Представените стойности за жизнеспособност са определени като процент от 
нетретираните клетки (контрола), чиято жизнеспособност е приета за 100%.  Всяка точка 
представлява средна стойност ± стандартно отклонение (SD) на 3 отделни серии. 
  
 Намалената активност на полимерния конюгат PPE-g-PTX, сравнена с тази на 
неимобилизиран PTX в дози до 100 ng/ml може да се обясни с ниска скорост на 
хидролиза на P-O-C2’ връзката, която довежда до ниска степен на освобождаване на 
лекарството от конюгата. Очевидно е, че за 24 часа концентрацията на освободен PTX 
не е висока.  
 Данните за ЛД50 на PTX и неговите полимерни форми са представени на фиг. 25. 
Резултатите показват, че физично имобилизираните комплекси [PHOEP.PTX]-1 и 
[PHOEP.PTX]-2 проявяват in vitro цитотоксичност сравнима с тази на PTX спрямо 
белодробна човешка клетъчна линия А549. Следователно, физично имобилизираният 
комплекс поддържа противотуморна активност, еквивалентна на свободната форма на 
PTX и атакува туморните клетки.  
 Стойностите за ЛД50 (фиг. 25) на всеки агент са изчислени от кривите доза-
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Фиг. 25. Данни за ЛД50  
 
 3.2. In vivo изследване 
 Строгите изисквания по отношение на една лекарствена форма поставят 
необходимостта от токсикологична оценка на полимерния носител. С цел изследване на 
токсичносттта, чиито крайни  показатели са телесното тегло, консумацията на храна, 
клиничните симптоми и данните от аутопсия е предприето интравенозно еднодозово 
третиране на експериментални животни с PHOEP. По време на експеримента 
животните се проверяват ежедневно за клинични симптоми като отоци, язви, 
образуване на струпеи и ексудати. През изследвания период не са забелязани никакви 
клинични симптоми и всички животни оцеляват до планираната в края на изследването 
аутопсия. При изследване на черния дроб и диафрагмата на опитните животни не са 
открити диафрагмени възли както и промени в черния дроб. А така също не се 
наблюдават язви и/или струпеи на инжекционното място (опашката). Телесното тегло 
на животните, от всяка една от трите изследвани групи, е сравнимо с теглото на групата 
определена за контролна. Резултатите от проведеното изследване са представени на 
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Фиг. 27. Данни за консумирана храна при плъхове третирани с РНОЕР 
 
 В края на експерименталния период няма статистически значими разлики в 
телесното тегло и консумираната храна при изследваните групи, дори при групата 
третирана с 1000 mg/kg РНОЕР. 
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 Проведено е in vivo изследване на влиянието на различни противотуморни 
агенти върху броя на туморните възли, образувани чрез интравенозно инжектиране с 
клетки от LLC. Получените резултати са представени на фиг. 28. Броят на туморнитe 
възли, образувани в белия дроб на контролната група експериментални животни 
(мишки, които не се подлагат на третиране с противотуморни агенти) достига 
приблизително до 20. При третиране на опитните животни с противотуморни агенти 
като PTX и цисплатин се наблюдава значително намаляване броя на туморните възли 
до по-малко от 5. А при проведените изследвания с [PHOEP.PTX]-2, който съдържа 24 





Фиг. 28. Брой туморни възли, след лечени с противотуморни агенти на мишки 
носещи LLC клетки.  
 Звездичката (*) показва значителна разлика (от контролната група) на показаната р-
стойност, анализирана с множествен сравнителен тест ( Dunnett's multiple comparison test). 
 
 Подобни резултати (фиг. 29) са получени и при изследване на сухо тегло на  бял 
дроб взет за изследване от опитни животни, носещи клетки от LLC. При третиране с 
противотуморните агенти PTX и цисплатин се наблюдава намаляване на  теглото на 
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белите дробове в сравнение с това на изследваните бели дробове от животните без 
третиране. Проведеното изследване с комплекса [PHOEP.PTX]-2 показва, че той не 
проявява този ефект на намаляване на теглото на белите дробове.  
Експерименталните резултати получени от изследваните животни, третирани с 
[PHOEP.PTX]-2 показват още, че при 3 от 6 мишки се наблюдават по-малко туморни 
възли в сравнение със средната стойност, получена за групата без третиране. 
Следователно може да се заключи, че комплексът [PHOEP.PTX]-2 проявява определено 




Фиг. 29. Данни за сухо тегло на бял дроб от опитни животни третирани с различни 
противотуморни агенти. 
 След преброяване на туморните възли белите дробове се сушат чрез замразяване. 
Звездичката (*) показва значителна разлика (от контролната група) на показаната р-стойност, 
анализирана с множествен сравнителен тест ( Dunnett's multiple comparison test). 
 
 От друга страна промените в телесното тегло на експерименталните животни по 
време на лечение показват, че прилагането на PTX значително го понижава (фиг. 30). 
Този токсичен ефект причинява смърт на 2 от 6 мишки преди достигане на последния 
ден на изследването, когато се наблюдава загуба на тегло повече от 1g, в сравнение с 
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предишния ден. Комплексът [PHOEP.PTX]-2 не проявява този ефект на загуба на 
телесно тегло. Кривата отразяваща лечението с [PHOEP.PTX]-2  е до известна степен 
еквивалентна на кривата, показваща промените в теглото на контролната група с 
изключение на 20-я ден. Тогава се наблюдава драстично намаляване на телесното тегло 
при групата без третиране, докато при изследването с [PHOEP.PTX]-2 не се наблюдава 
този ефект. 
 
Фиг. 30. Промени в телесното тегло при третиране с различни противотуморни 
агенти 
LLC клетките се инокулират в ден 0; регистрирането на телесното тегло започва от ден 7, 
когато се прилагат различните противотуморни агенти. 
 
Следователно дори при прилагане на еднакви дози от PTX и [PHOEP.PTX]-2, 
комплексът потиска токсичния ефект на PTX, свързан с намаляване на телесното тегло. 
 Биоразпределението на наночастици варира в зависимост от размера и 
повърхностните им свойства. Лекарствено-полимерните агрегати на [PHOEP.PTX]-2 с 
хидродинамичен радиус 290 nm не претърпяват бързо елиминиране.  Въпреки, че те 
имат продължителна циркулация в кръвния поток, in vivo изследванията разкриват 
намалена ефективност срещу белодробен карцином на Люис. Възможна причина за 
този резултат е улавянето на агрегатите от черния дроб и слезката. Известно е, че те са 
активни органи които улавят частици, инжектирани в кръвния поток. Освен това, 
агрегатите може да са с твърде големи размери за да проникнат в дълбочина в тумора 
поради ефекта на повишена пропускливост и задържане. Въпреки ниската ефективност 






7 9 11 13 15 16 17 18 19 20 
Body weight (g) 


















намалява образуваните туморните възли до по-малко от 10 при 3 от 6 мишки и 
проявява сравним с други противотуморни агенти ефект. В допълнение, [PHOEP.PTX]-
2 не проявява страничните ефекти, които се наблюдават след третото инжектиране с 
РТХ и цисплатин и потиска драстичното намаляване на телесно тегло, наблюдавано по 
време на последния етап на изследването при групата без третиране. Предвид 
биоразпределението на наночастиците, физично имобилизираният полифосфоестерен 
комплекс на PTX може да бъде ефективно средство при лечение на тумор на черния 
дроб. Подобряването на ефективността на лекарственото постъпване до белите дробове 
чрез модификация на агрегатите с положителни заряди е възможен начин за 
подобряване на противотуморния ефект на [PHOEP.PTX] при тумор на белия дроб. 
Контролираното освобождаване на PTX от наноагрегати е едно предизвикателство за 
разработване на полифосфоестерна система, доставяща противотуморни средства, без 










1. Получена е и е охарактеризирана лекарствено-полимерна система за пренос на 
паклитаксел на основата на поли(оксиетилен Н-фосфонат), която проявява ниска 
степен на освобождаване, поради ниска скорост на хидролиза на образуваната 
между полимера и лекарството ковалентна връзка. 
 
 
2. Установени са зависимостите на размера на частиците, формирани в разтвор на 
поли(хидроксиоксиетилен фосфат) от концентрацията на полимера, pH на 
средата и от температурата. При понижаване на концентрацията на полимера се 
наблюдава намаляване размера на частиците в разтвора. При повишаване на 
температурата се установява слабо намаляване на хидродинамичния радиус на 
агрегатите и запазване на тендецията за намаляване на размера на частиците при 
понижаване на концентрацията. При алкализиране на средата се установява 
намаляване на хидродинамичния радиус, което се обуславя от различна 
плътност на полимерните агрегати в кисела и алкална среда. 
 
 
3. Получена е лекарствено-полимерна система за пренос на паклитаксел на 
основата на поли(хидроксиоксиетилен фосфат), която се характеризира с 
повишена стабилност и значително подобрена водоразтворимост на 
противотуморния агент. Разтворимостта на комплекса доказва свързването на 
паклитаксел чрез водородна връзка към поли(хидроксиоксиетилен фосфат). 
 
 
4. Установени са силни взаимодействия между паклитаксел и 
поли(хидроксиоксиетилен фосфат), които обуславят дисперсия на лекарството в 
полимерната матрица. Лекарствено-полимерните агрегати се стабилизират чрез 
хидрофобни взаимодействия, което се потвърждава от незначителната промяна в 





5. Извършената биологична оценка показва, че: 
 
 Физично имобилизираните комплекси на паклитаксел проявяват in vitro 
цитотоксичност спрямо белодробна човешка клетъчна линия А 549, сравнима 
с тази на нискомолекулното лекарство; 
 
 Поли(хидроксиоксиетилен фосфат), който е използван като полимерен 
носител проявява  ниска in vivo токсичност. Не са наблюдавани статистически 
значими разлики в изследваните токсикологични показатели, дори при 
третиране с дози от 1000 mg/kg поли(хидроксиоксиетилен фосфат); 
 
 Комплексът [PHOEP.PTX]-2 проявява in vivo определено ниво на 
противотуморна активност и потиска токсичния ефект, свързан с намаляване 










 В настоящия дисератционен труд са разработени нови водоразтворими 
полимерни форми на PTX на основата на полифосфоестери. Получен е 
поли(оксиетилен Н-фосфонат) чрез реакция на полипреестерификация между ПЕГ 600 
и диметил Н-фосфонат. Чрез окисление в условията на реакцията на Атертон-Тод е 
получен поли(хидроксиоксиетилен фосфат) от поли(оксиетилен Н-фосфонат). 
Поли(хидроксиоксиетилен фосфат) е изграден от олигоетиленоксидни сегменти, 
свързани чрез фосфоестерни групи. Получените полифосфоестери са охарактеризирани 
чрез ЯМР- и ИЧ-спектроскопия. 
 Изследвана е способността на поли(хидроксиоксиетилен фосфат) да образува 
агрегати в разтвор, поради наличието на протонодонорни и протоноакцепторни 
функционални групи. При понижаване на концентрацията на  поли(хидрокси-
оксиетилен фосфат) в разтвора се наблюдава намаляване на хидродинамичния радиус 
на формираните агрегати. Повишаването на температурата на полимерния разтвор води 
до слабо намаляване на размера на агрегатите и запазване на наблюдаваната 
зависимост от концентрацията при по-висока температура. 
 Поли(оксиетилен Н-фосфонат) е използван за имобилизиране на  паклитаксел 
чрез ковалентна връзка, като полученият полимерен конюгат показва намалена 
способност за освобождаване на лекарството поради ниска степен на хидролиза на 
образуваната връзка между полимерния носител и паклитаксел. Паклитакселът е 
имобилизиран и към поли(хидроксиоксиетилен фосфат) чрез образуването на 
многобройни водородни връзки с участието на P=O група и C=O група 
(протоноакцепторни) P-OH група и OH-група (протонодонорни). Получените 
лекарствено-полимерни комплекси обуславят повишена стабилност и значително 
подобрена разтворимост на лекарството във водни разтвори при pH=7,4 до 1 mg/ml. От 
получените експериментални резултати следва, че поли(хидроксиоксиетилен фосфат)  
може да се разглежда като многофункционален носител на лекарствени вещества.  
 In vitro изследванията на полимерните комплекси на паклитаксел показват 
сравнима цитотоксичност спрямо белодробна човешка туморна клетъчна линия А549 с 
тази на неимобилизираното лекарство. In vivo изследванията с поли(хидрокси-
оксиетилен фосфат) потвърждават ниската токсичност на полимерния носител, който 
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се понася добре от плъхове инжектирани интравенозно в доза от 1000 mg/kg телесно 
тегло. Проведените експерименти с лабораторни C57BL/6 мишки разкриват, че 
[PHOEP.PTX-2] проявява определено ниво на противотуморна активност и добре 
изразен ефект, изразяващ се в потискане намаляването на телесното тегло, който се 
наблюдава при противотуморна терапия  с паклитаксел. Следователно модифицирането 
на полимерните агрегати е възможен начин за подобряване на противотуморния ефект 







1. За първи път са синтезирани и са охарактеризирани лекарствено-полимерни 
системи на основата на поли(оксиетилен Н-фосфонат) чрез ковалентно 
свързване на антинеопластичния агент паклитаксел към полимерната верига; 
 
2. За първи път са синтезирани и са охарактеризирани лекарствено-полимерни 
системи на основата на поли(хидроксиоксиетилен фосфат) чрез образуване на 
водородни връзки между молекулите на паклитаксел и полимера; 
 
3. Потвърдена е ниската токсичност на поли(хидроксиоксиетилен фосфат), на 
основата на който са получени лекарствено-полимерни системи за пренос на 
паклитаксел. Получени са данни за поведението на поли(хидроксиоксиетилен 
фосфат)   в разтвор. Установена е зависимост на размера на формираните 
агрегати от концентрацията на полимера, от рН на средата и от температурата; 
 
4. Постигнато е стократно повишаване на водоразтворимостта на паклитаксел, чрез 
имобилизирането му към поли(хидроксиоксиетилен фосфат) и са установени 
силни взаимодействия между паклитаксел и поли(хидроксиоксиетилен фосфат) 
в получените комплекси; 
 
5. Извършен е сравнителен анализ на противотуморната активност на 
новосинтезираните лекарствено-полимерни форми на PTX: 
 
 Установено е, че физично имобилизираните комплекси атакуват туморните 
клетки, тъй като проявяват определено ниво на противотуморна активност, 
еквивалентна на свободната форма на паклитаксел; 
 
  Установено е потискане на характерния ефект на понижаване на телесното 
тегло на опитните животни при лечението им с нискомолекулното лекарство 
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